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(57) Abstract 

Electrically ocoducdve ^ectroactive conjugated pc^yniers, and uses dKieof, said polymers including at least one functioaal group 
covafently bonded to a first biological molecule ai anti-ligand of fonnula (II), wbetein n is an integer odier than zero and i is an integer 
from 2 to n-l» and each of Ri» R*' and R*°, which art the same or diffoent, is H (Mr a functional group covalently bonded or bondable to a 
first biological molecule or anti-ligand. 

(57)Abr^ 

L'invention a pour objet des pdymte coQ>igu6s, ^ectriquement conducteuis, et dectroacti& et leurs utiUsations, ces polymhts 
conqireaant au moins on groupe fooctionDel 116, par covakoce, k une ]»cmite molecule biologique ou anti-ligand rfipoodant k la foimule 
(II) dans laqndle n est un nombre entier dod nul ct i est un nombre entier variant de 2 I n-1, et R*i, R*i, R**, identiques on diff6rents, 
repi^sentent dncun H on un gn)q>e fonctionnel susceptible de se lier, oa 116. par covalence, k une prnnito mol6cule biologique ou 
anti-ligand. 
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POLYMERES CONJUGUES FONCnONNAUSES ELECTRIQUEMENT 
CONDUCTEURS ET ELECTROACTIES, ET UTILISATIONS 

Lcs polymires conjugu6$, tds que polypyrroles, polythioph^es, polyanilines, 
5 polyphfoylfcnes, ct leurs d£riv£s sont connus pour leur caractfere fiectroactif, 
laisement ddcrit dans des ouvrages de revue tel que "Handbook of Organic 
CoDductmg Polymers (TJ. Skothdm Editeur, Marcel Dekker, New York, 1986). 
Ces polymtees sont obtenus sous forme de film sur dectrode, sous forme de films 
auto-support£s ou encore sous forme de composite Iorsqu*alIi6s k un polym^ 
10 polycationique ou polyanionique et se comportent comme des Electrodes organiques, 
qui se chargent suivant un processus d'oxydation anodique, par insertion d' ions du 
milieu dectrolytique. Ce processus £lectrochimique est r6versible, la reduction 
provoquant Texpulsion des ions de ce polym^ conjuguE ou du composite 
flectroactif. 

IS Une seconde gdndration de polym^res conjuguEs a ensuite 6x6 ddcrite dans la 

litt£rature, obtenue par le grefSage covalent^ sur les unites monom&res des polymires, 
de groupcs fonctimnels* capables d'apporter une fonction addidonndle k ces 
polym^res conjuguds dlectroactifs. A titre d*exemple, des complexes m^liques 
flectrocatalytiques ont £t£ grefif& sur les unites monomircs du polypyrrole, des 

20 macrocydes complcxants sp£dfiques mt £t6 grefF6s sur les chaines de polypyrrole ou 
de polythiophtee pour la reconnaissance de cations dans un milieu ilectrolytique, des 
groupes diiraux ont 6t6 grefTEs sur des polythiophfenes pour la reconnaissance 
d'anioos optiquement actifs. L'ensemble de ces voies de fonctionnalisation a fait 
^alement Tobjet de mises au point d£taill£es dans la litt6rature (F. Gamier, Angew. 

25 Chemie, 1989, 101, 529; A. Deronzier, J.C. Moutet, Acc. Chem. Res. 1989, 22, 
249; J. RoncaK, Chem Rev., 1992, 92, 711). 

Ces demi&res anndes des auteurs se sont interess6s & 1' utilisation de polym^es 
conducteurs fonctionnalisEs pour le d6vdoppement de C2q>teurs d'analytes, notamment 
k but diagnostique. Toutefois, comme indiqu6 dans la demande de brevet EP 0 314 

30 009, il £tait communEment admis par la communautd sdendfique que des polymferes 
de pyrrole substitu£s au niveau soit de Tatome d'azote , soit directement au niveau 
des atomes de carbone du cycle pyrrole n'Etaient pas de bons candidats pour le 
ddvdoppement de capteurs d'analytes du fiait notamment de la perte de conductivity 
desdits polymferes quand des groupements fonctionnels sont introduits sur le cycle 

35 h£t£roatomique. Pour r^soudre ce probl^e les auteurs de cette demande de brevet 
avaient done envisage d'utiliser des polymferes 2,S-di(2-thienylpyrrole) sur lesquels 
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greffi^ en position 3 du noyau pyrrole une parde r^acdve k laquelle pouvait etre 
life par covalence une molecule oisanique. II convient toutefois de noter qu'en laiscxi 
de rhydrophobidt6 dcs noyaux thiopbbies les polym&res d6crits ne pcuvent toe 
conductrais et Aectioactifs dans les mili^ aqiieux et de ce £ait ne semblent Stie 
5 adapt^s pour la d^tectim et/ou la caract£risation d'un analyte dans un dchandllon 
biologique (voir J. Roncali el al., Chem. Comm., 1986, page 783 et G. Tourillon et 
al., Hectronal.Chcm., 161, 407, 1984). 

On a maintenant d6couvert de mani&re tout ^ fait surprenante et k rencontre 
de ce qui 6tait jusque ]k admis par les sp6cialistes que la conductivite et 

10 r£Iectroactivit6 de polypyrroles sont conserves k la condition que le greffage d'un 
gioupement fonctionnd soit effectu6 en position 3 ou 4 sur le noyau pyrrole k Taide 
d'un agent de fonctionnalisation qui permet I'doignement de la foncticm vis6e par 
rsq)port au noyau pyrrole. A rextr£nut6 libre du groupement fonctionnel est 116 par 
covalence un anti-ligand sans que soient modifiees les propri6t£s pr&it6es du 

IS polymfere. De tds polymferes fonctionnalisds n'ont k ce jour jamais 6t6 d&rits et se 
sont toe parfaitement approprifs comme cs^teurs d'un ligand biologique. Par 

ailleurs, les polypyrroles se rfvdent toe des polym^res int£ressants du fait de leur 
biocompatibilitd, Enfin, les polypyrroles ainsi fonctionnalisds permettent de r6aliser 
des polymferes flectroactifs et conducteurs d'^paisseurs importantes (jusqu'k plusieurs 

20 millimetres), ce qui autorise une grande density de sites fonctionnels et amdliore 
d*autant la soisibiliti. 

L'invention a done pour objet un polymfere fonctionnaIis6, dectriquement 
conducteur et dlectroactif qui n^pond k la formule 1 : 



25 




dans laquelle: 

30 '^li est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 ^ n-1, et 

*rI, Ri, R", identiques ou difFcrents, reprfeentent chacun H ou un groupc 
foncticmnel suscepdble de se lier, par covalence, k une premi&re moldcule biologique 
ou anti*ligand, et en ce que ledit polym^ pr6sente une conductivity et une 
flectroactiviti sensiblement du m£me ordre que celle du polym&re conjugu^ ncHi 

35 fonctionnalisd corre^KMidant, c'est-^-dire du polym&re de formule I correspondant, 
dans laquelle R^ RS R^ repr6sentent chacun H. 
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Plus particulifenement, le ou les groupement(s) fonctionnel(s) sont 
ind^ndamment choisis dans Tensemble de groupes fonctionnels suivants : 
Yp-C-X oft X iq)r6sente H, OH, un radical Oalkyle infdrieur substitu6 ou non, un 
halogtee, notamment CI; Yp-NHZ, Z rq)r6sentant H ou un radical alkyle; Yp-NH« 
5 CC)-CF3; Yp-X oh X r^nd k la definition d-dessus, p 6tant un nombre entier de 
prfifdrence ^al & 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 

active td que le N-hydroxy-succinimide. 

Pr6ferentidlenient, Y repr^sente un groupement choisi parmi les alkyles ayant 
de 1 k S atomes de caibone, les alkoxyles ayant de 1 ^ S atomes de carbone, les 
10 polyfthers rdpondant k la formule g6n6rale (CH2-CH2-0)in-(CH2)m'-, ^ 

rq>resentant un nombre entier variant de 1 k 3 et m' un nombre entier 6gal i 1 ou 2. 

L*invention a 6galement pour objet un polym&re conjugu6, 61ectriquement 
conducteur, et eiectroactif comprenant au moins un groupe fonctionnel li6, par 
covalence, k une premiere molecule biologique ou anti-ligand r6pondant k la formule 
15 n: 




20 

dans laquelle : 

* n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 a n-1, et 

♦ R'l, R'^ R'", identiques ou diff6rents, reprfaentent chacun H ou un groupe 
fonctionnel suscq>tible de se lier, ou lie, par covalence, k une premiere mol6cuIe 

25 biologique ou anti-ligand. 

Avantageusement, les groupes fonctionnels lies k une molecule biologique ou 
ligand sont choisis, avant reaction avec cette demi&re, dans I'ensemble des groupes 
fonctionnels suivant : 

Yp-C-X oil X rcpr^sente H, OH, un radical O-alkyle inferieur substitu6 ou non, un 
30 halogtoe, notamment CI; Yp-NHZ, Z repr&entant H ou un radical alkyle; Yp-NH- 
CO-CF3; Yp-X o& X repond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
preference egal i 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 

active td que le N-hydroxy-sucdnimide. 

En particulier, les groupes fonctionnels lies a une molecule biologique sont 
35 identiques et consistent, avant r&ction avec la ou les premifere(s) moiecuIe(s) 
biologique(s), en -(CH2)-C00H, lesdites.premiferes molecules biologiques ou anti- 
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ligands £tant choisies partni les peptides ou d6riv6$ de peptides notamment Gly-Phe» 
Phe-Pro, Phe-HEA-Pro, et pami les polynucleotides tels que roligonucltotide de 
sequence: CCTAAGAGGGAGTG. 

Un autre objet de Tinvention est I'utilisation d'un polymfere conjugui tel que 
5 d^fini pr6c&iemment pour ditecter ou doser, in vitro ou in ww, une seconde 
molecule biologique ou ligand, diffifrente de Tand-ligand et interagissant 
sp&dfiquement avec ce dernier^ la detection et/ou le dosage dudit ligand 6tant 
affectum par observation et/ou mesure d'une difference de potentiel ou d*une variation 
de courant cntre le polymfere conjugu^ non li6 au ligand et le polymfere conjugufi lid 
10 au ligand. 

En particulier, les polymferes de Tinvention sont utilises pour d6tecter et/ou 
doser une enzyme, telle qu'une enzyme piotdolytique notamment la carboxypq>tidase 
A, ou un polynucleotide ou pour ^traire, in viiro ou in vivo^ une seconde molecule 
biologique ou ligand, diffdr^te de I'anti-Iigand et interagissant sp6cifiquement avec 
IS ce dernier. 

Dans un mode de realisation de Tinvention, le polym&re conjugud est depose 
sur un substrat conducteur, tel que le metal ou un derive du carbone, ou sous la 
forme d'un film auto-supporte. 

Enfin, rinvention conccme une electrode et un film auto supporte constitues 

20 d*un substrat conducteur tel qu* un mdtal ou un derive de carbone et d'un polymfere 
td que defini precedemment. 

Dans un mode de r&disation, Tanti-ligand est specifique du ligand ou 
molecule cible. L*anti-ligand est notamment choisi pour former un complexe anti- 
ligand/moiecule cible. A titre d'exemple, le complexe peut etre notamment represente 

25 par tout couple peptide/anticorps, anticorps/haptfcne, hormone/recepteur, les hybrides 
polynucleotide/polynucleotide, polynucieotide/acide nucleique ou analogues. 

Le terme "polynucleotide" tel qu'utilise dans la presente invention designe un 
enchainement d'au moins dnq desoxyribonucieotides ou ribonucleotides comprenant 
eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple un nucleotide 

30 comportant une base modifiee telle que I'inosine, la methyl-S-desoxydtidine,, la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine» la diamin(>-2,6-purine, la bromo- 
S-desoxyuridine ou tout autre base modifiee permettant 1* hybridation. Ce 
polynucleotide peut egalement etre modifie au niveau de la liaison intemucieotidique 
(comme par exemple les liaisons phosphorothioate, H-phosphonate> alkyl- 

35 phosphonate), au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides 
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(FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am, Chem. Soc., (1992), 114, 
1895*1897). Chacune de ces modifications peut Stre prise en combinaison. 

Lc terme "peptide" tel qu*utilis6 dans la pr6sente demande signifie notammcnt 
tout pq>tide d'au moins deux acides amines, notamment prot6ine ou fragment de 
5 piotdine, oligopq>tide„ extrait, sdpar^ ou substantiellement isol^ ou synthdtis^, 
notamment ceux obtenus par synth^ chimique ou par expression dans un organisme 
recombinant; tout peptide dans la sequence duquel un ou plusieurs acides amines de 
la s£rie L sont remplac6s par un acide amind de la serie D, et vice-versa; tout peptide 
dont Tune au moins des liaisons CO-NH, et avantageusemoit toutes les liaisons CO 

10 NH de la chaine pcptidique est (sont) remplacfe(s) par une (des) liaisons NH-CO; 
tout pq[)tide dont Tune au moins des liaisons CO-NH et avantageusement toutes les 
liaisons CONH est ou sont remplac6e(s) par une ou des liaison(s) NH-CO, la 
diiralitd de chaque residu aminoacyle, qu'il soit impliqu6 ou non dans une ou 
plusieurs liaisons CO-NH sus-mentionn6es, etant soit conserv&, soit inversde par 

IS ra^>port aux r£sidus aminoacyles constituant un peptide de r6f6rence, ces composes 
^ant encore d£sign£s immunor6troides, un mimotope, 

De nombreuses classes de peptides peuvent 6tre greffdes, comme le montre la 
liste non exhaustive ci zpxhs: hormones adr6nocorticotropiques ou leurs fragments; 
analogues d'angiotensines ou leurs inhibiteurs (composants du syst&me renine- 

20 angiotensine qui r6gulent Thypertension r£nale); peptides natriurdtiques; bradykinine 
et ses d£riv& peptidiques; peptides chimiotactiques; dynorphine et ses d£riv£s; 
endorphines ou analogues; encdphalines ou leurs ddriv6s; inhibiteurs d 'enzymes (tels 
que proteases); fragments de fibronectine et d6riv6s; peptides gastrointestinaux; 
peptides assodes au largage d' hormones de croissance; neurotensines et analogue; 

25 pq)tides opioides; oxytodne, vasopressine, vasotocine et derives; prot6ines kinases. 

Les pq>tides ou les polynuclfotides poss^ent une activity biologique 61ev6e, 
et sont connus pour contr61er de nombreuses fonctions biologiques (A.S. Dutta, 
Advances in Drug Research, B. Testa Editeur, Academic Press, New York, 1991, 
21, 145).. Les peptides montrent par exemple un potentiel thdrapeutique tr6s 

30 important en tant que rdcepteur agoniste ou antagoniste, en tant qu' inhibiteurs trfes 
puissants qui se Kent de fagon forte a des enzymes, principe sur lequel est basde la 
chromatographie dite d 'affinity. Par ailleurs, les polynucl6otides peuvent, par 
reaction d'hybridation selective avec d'autres nucleotides ou fragments d*acides 
nucl&ques dbles, donner lieu k des phgnombies de reconnaissance int^ressants, 

35 permettant notamment le ddveloppement de nouveaux capteurs de g^es. Ainsi, pour 
d6tecter et/ou doser un acide nucl6ique ou un fragment d'adde nucldique dble, un 
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polymfere fonctionnalis^ li6 au moins partiellement ^ un polynucleotide antiligand est 
mis cn contact avec un 6chantillon susceptible de contenir la cible, puis on detecte la 
Inaction d'hybridation si elle a eu lieu, soit directement par mesure d'une diff6rence 
de potentiel ou de variation de coutant entre le polym&re non li6 et le polymfere M 
5 ayant rfiagi avec la dble, soit indirectement par la meme mesure que pr6c6deninicnt, 
mais k Taide d'un polynucleotide suppl6mentaire de detection susceptible de r6agir 
avec la cible, ledit polynucleotide suppl^mentaire 6tant de pr6f6rence contigu au 
polynucleotide antiligand et marqu6 avec une molecule 61ectroactive. 

Le terme "anticorps" tel qu' utilise dans la presente demande signifie tout 
10 anticorps monoclonal ou polyclonal, tout fragment d'undit anticorps tel que fragment 
Fab, Fab'2 ou Fc, ainsi que tout anticorps obtenu par modification ou recombinaison 
genetique. 

La fonctionnalisation du polypyrrole en position 3 ou 4 du cycle pyrrole pcut 
6tre effectuee, soit sur les unites monom^res avec etape de polymerisation 

15 subsequente, soit sur les unites monom6res d'un polym&re synthetise au prealable. 
Tout agent de fonctionnalisation approprie peut £tre utilise, k la condition qu'il 
comprenne au moins une fonction reactive susceptible de reagir avec les atomes 3 
et/ou 4 du noyau pyrrole. L'agent de fonctionnalisation peut ainsi etre un agent 
unifbnctionnel, ii la condition qu'aprfes retape de greffage sur le noyau pyrrole une 

20 nouvdle fonction inactive soit introduite pour reaction subsequente avec I'anti-Iigand, 
soit plurifonctionnel tel que des agents bifonctionnels et en particulier homo ou hetero 
bifonctionneL A titre d'exemple, l'agent de fonctionnalisation est choisi parmi les 
chaines alkyles ou alkoxyles ou polyethers substituees ou non et terminees par un 
groupe portant une fonction reactive. La fonction reactive est notamment representee 

25 par un groupement fonctionnel tel que groupement carboxylique, hydrazide, amine, 
nitrile, aldehyde, thiol, disulfure iodoacetyle, ester, anhydride, tosyle, mesyle, 
trityle, silyle ou analogues. 

La formation d'un conjugue resultant du couplage covalent d*un anti-ligand, 
par exemple un polynucleotide k un polypyrrole fonctionnalise selon 1' invention peut 

30 £tre effectuee sdon les methodes dites directes ou indirectes connues. 

Par exemple, dans le cas d'un polynucleotide, selon la methode directe, on 
synthetise un polynucleotide ayant une fonction reactive sur un site quelconque de la 
chaine nucieotidique comme par exemple, I'extremite 5' ou I'extremite 3', ou sur une 
base ou sur un phosphate intemucieotidique, ou sur la position 2' d'un Sucre. Le 

35 polynucleotide est ensuite couple au polymfere, prepare au prealable et comportant 
une fonction reactive compiementaire de la precedente, c'est-i-dire permettant la 
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formation d'une liaison covalente par reaction entre les deux fonctions r&u:tives 
complfmentaiics. Tune port^ par le poIynucl6otide et i'autre par le polym^ 
foocdonnalisi. Par exemple, de fygon connue, on peut coupler des amines primaires 
avec un adde caiboxylique activ6 ou un ald6hyde ou bien une fonction thiol avec un 
5 halpg^noalkyle. De pr6f6ience» la fonction reactive du polynucl6otide pour le 
couplage sur le polymte est k rextr)6niit6 5' ou 3\ 

Dans la mdthode de couplage indiiecte, le polynucleotide et le polym^ sont 
chacun porteurs d'une fonction inactive, ces fonctions r^actives pouvant toe 
identiques ou diff^rentes Tune de Tautre, ces deux fonctions n'^tant pas 

10 compiementaires mais 6tant c^iables de rSagir avec un agent intermediaire de 
couplage qui est un r&ictif bifonctionnel (homobifonctionnel si les deux fonctions 
sont identiques ou h^t^robifoncdonnel si les deux fonctions sont diffdrentes). Parmi 
les agents de couplage homobifonctionnels, on peut dter le DITC (ph6nyl^e-l,4- 
diisothiocyanate), le DSS (disucdnimidylsubdrate) ou analogues. Parmi les agents de 

15 couplage h6t6robifoncti(mnels, on peut citcr le SMCC (succinimidyl-4-(N- 
mal&midom6thyl) cyclohexane-l-carboxylate), ou le SMPB (sucdnimidyl-4-(p- 
mal&mido phenyl) butyrate), capables de r6agir d'une part avec une amine primaiie 
et d'autre part avec un thiol. 

L'invention sera meax comprise k la lecture de la description ddtaillte qui va 

20 suivie fiaite en rdforence aux figures annexdes dans lesqudles, 

la figure 1 rqirdsente des exemples de polym&res ccMijuguds tds que 1) polyacdtylfene; 
2) polypyrrole ; 3) polythioph^e ; 4) polyph&iyttne ; 5) polyaniline ; 
la figure 2A reprfisente un polypyrrole substitui en position 3 avec I'acide ac6tique 
(1) et ^ les figures 2B, 2C, 2D, 2E et 2F iq>rdsentent des polypyrroles substituds en 

25 position 3 avec diffdrents peptides (2 i 6, lespectivement) ; 

la figure 3 rqyrdsente les voltamogrammes de quatre polym&res fonctionnalis6s, ci- 
dessous identifies en milieu H20-NaCl 0,5 M 

le poly(pyrrole-acdtique acide) en (1). le poly(pyrrole(Gly-'DPhe)) en (2), le 
poly(pyrrole(Val)) en (3) et le poly(pyrrole(Phe)) en (4) ; 
30 la figure 4, rq)r&ente le voltamogramme de Poly(2), en milieu H2Q-NaCl 0,5 M, en 
presence de carboxypq)tidase A en concentration re^)ectivement de 0,0 mg dans 
5cm^ d'fiectrolyte (a), 1,2 mg dans Sar? d'dectrolyte (b), 2,4 mg dans 5cxv? 
d'flectrolyte (c), et 5,0 mg dans Scm^ d'flectrolyte (d) ; 

la figure 5, correspond k la rdponse amp^mdtrique d*une Electrode, Poly(2), en 
35 fraction de la quantit6 d' enzyme, carboxypeptidase A, en nanomoles, existant dans 

FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) 
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le milieu. La relation lin^re entre courant observe et quantity d'enzyme, k un 
potentiel de 0,3 V est donn6e par rapport k une Electrode calomel satur6, 
la figure 6, est un schdma de prindpe d'un transistor micro£lectrochimique k effet de 
champ pour la detection (amplifi^) de la pr&ence d'une espfece biologique reconnue 
5 par un polym&re conducteur fonctionnaIis£. Les abrdviations suivantes signifient 
respectivement: P : polym&re. Sub, substrat. S, D, Electrodes de source et de diain 
respectivement CE, contre-flectrode jouant le r5Ie de grille G. R, Electrode de 
r6f£rence. Poten., potentiostat, 

la figure 7, est un schdma de principe d*une cellule 61ectrochimique k membrane 
10 polypynole fonctionnalisde et k deux compartiments, pour Textraction d'espfeces 

biologiques reconnues par un substitmnt grcff6 sur une chaine de polymte conjugu6 AectiXMictif, 

la figure 8, rq)r£sente le voltampgramme du poly[N-hydroxysuccinimide-3-pyrn)IeL 
en milieu ac£tonitrile^,l M Lia04 avec une ^ectrode de r£f£rence au calomel 

satur6, montrant une £lectn>activit6 et une r6versibilit6 flecm)chimique devfes, 

IS la figure 9, reprdsente le voltamogramme d'une Electrode de copolym^ 
Poly(Ipyrrole-ODN]Ipyrrole-COOH]), avec comme polynucldotide ou 
oligonucl6otide ODN de sequence CCTAAGAGGGAGTG. Aucune modification 
n'est observe aprfes incubation de ce polymfere avec une sequence non dble, 
GGTGATAGAAGTATC, et 

20 la figure 10, rq)r£sente le voltamogramme d'une Electrode de copolym^ 
Polydpyrrole-ODNIlpyrrole-COOH]), avec comme oligonucleotide ODN: 
CCTAAGAGGGAGTG* Cette flectrode a 6t£ incub6e en presence d'une dble, 
CACTCCCTCTTAGG, 335 nmole, k 37**C pendant 2h. Cette dlectrode a ensuite 6t6 
rinc6e et analys6e en milieu fiectrochimique. Un d^lacement de potentiel est observe 

25 par nqiport au voltamogramme pr^c&lent. 

Les polym6res sdon I'invention sont notamment utilisables pour la detection 
d' espfeces biologiquement acdves susceptibles d'etre pr&entes dans un dchantiUon et 
de r^ir avec Tanti-ligand ou les and-ligands greff£s. En effet, comme montri ci- 
aprfcs on observe que les polymferes conjuguds fonctionnalis^ en posidon 3 de leur 

30 h£t6iocycle et auxquels sont greff6s un ou plusieurs anti-ligands, dpxhs reaction avec 
un ou plusieurs ligands, prfisentent une modification de la r^nse dlectrochimique 
par rapport k un polymfere de i£f6rence n'ayant pas reagi avec le ou les ligands d*un 
milieu biologique, visualise par un changement du potentiel d'oxydation. Cette 
variation du voltamogramme dlectrochinuque d'oxydordduction du polym^ confbre 

35 une fonction de capteur, et peut ainsi 6tre utilisfe pour une mesure quantitative de 
Tespfece biologiquement active, soit par la variation du potentiel, k courant fixe, soit 

FEUILLE RECTIFiEE (REGLE 91 ) 
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par la variation du courant, k potentiel fixe, ou encore par la realisation de transistors 
microdlectrochimiques k effet de champ. 

Par ailleurs, les polymferes de I'invention sont 6galement utilisables pour 
Textraction d'espfeces biolpgiquenient actives en solution. Dans plusieurs cas, 
5 I'esptee biologiquement active m solution se combine de fa^on forte k Tanti-ligand 
greff^ sur la cluune de polym^, tel qu'un peptide bioactif ou un polynucleotide, ce 
qui permet done d'extraire Tespfece biologiquement active de fa^on selective d'un 
milieu* Ce type d 'extraction peut £tre r^is^ in vitro, ou mdme in vivo lorsque le 
polym^ support est biocompatible, tel que le polypyrrole par exemple. 

10 Enfin, les polymferes de I'invention peuvent etre una source de relargage, d'un 

milieu dans un autre milieu, d'espfeces biologiquement actives (enzymes ou autres). 

La fonctionnalisation des polym&res conducteurs 61ectroactifs de I'invention, 
tels que polypyrroles, par des groupes montrant une reconnaissance vis k vis de 
composes d*int6ret biologique peut etre dtendue k la reconnaissance d'acides 

IS nucldiques (AN). Ainsi le greffage de polynucl6otides ou oligonucl6otides, ODN, le 
Icmg de la chaine conjuguee de polym&res doit permettre la discrimination au sein 
d'un milieu biologique des AN ou fragments d'AN correspondants. Cette 
reconnaissance sera opdrfe par hybridation selective entre I'ODN, grefft^ sur le 
polym^, et TAN correspondant existant dans le milieu exteme, dans lequel est 

20 immergi le film de polym^re fonctionnalis6, k I'image de la reconnaissance 
"peptide/enzyme" d&rite ult6rieurement. La complexation "ODN/ AN" r^ulte en une 
nnodification des propri6t& physicochimiques du polym&re conjugud, dent la 
caractdrisation permettra de confirmer la pr&ence de TAN recherchd. 

Le point essentiel conceme la nature des propri6t& physicochimiques du 

25 polym&re appeI6es k fitre modifides lors de la reconnaissance "ODN/AN". En effet, 
afin de ddvelopper une mdthode de mesure rapide, sensible et quantitative de la 
prdsence d'AN, le but de la prdsente invention conceme Telaboration de matdriaux 
Aectroactifs, dont la r6pon$e dlectrochimique sera modifide apr^ hybridation 
"ODN/ AN". La modification conccmera une variation de type potentiom&rique, 

30 comme variation du potentiel d'oxydation du polymfere, ou amp£rom6trique, par 
variation du courant d'oxydation (ou de reduction) observe k un i)otentiel d^termin^. 
Ces variations de reponse dectrochimique pounont ttrc mesur6es quantitativement, 
les films de polym^es fonctionnalises 6tant utilises soit comme capteurs 
£lectrochimiques de type amp^rometrique ou potentiom6trique, soit encore dans une 

35 structure de transistor microelectrochimique k effet de champ, ainsi que cela a 6te 
d6crit pr&6demment dans le cas de la reconnaissance enzymatique k partir de 
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peptides gieffds sur polypynole. L'int6r&t de ce type de mesures conceme la rapidity, 
la sensibility, et la possibility de rdaliser aisdment des cartes matricielles de 2n 
yi^ments de mesuie, comportant n ODN cibles et non cibles, capables done de 
discriniiner rapidement la presence ou Tabsence de genes dans un milieu. 
S De m&me que dans le cas de la xeconnaissance enzymatique precedemment 

d^crite, un second point essentiel conceme le feit que pour obtenir une r6ponse 
dlectrochimique k un ph^nom^e de reconnaissance, la fonctionnalisation en position 
3 d'un noyau h6t&t>cyclique (pyrrole) est indispensable. 

Afin d'assurer une r^nse de type flectrochimique precise pour ces 

10 polymferes, il est ndcessaire que la fonctionnalisation des chaines conjugudes soit 
compatible avec une flectroactivite importante du polymfere fonctionnalise. La 
necessity d'une telle 61ectroactivit6 exige, dans le cas de polyh6tyrocycles hydrophiles 
tels que le polypyrrole, que la fonctionnalisation soit op^r^e en position 3 du cycle 
pyrrolique. Les polymferes de Tinvention sont des polymferes flectroactifs dans 

IS lesquels soit toutes les unites nnonom^res sont fonctionnalisees avec un antiligand tel 
qu'un oligonucldotide, soit une partie seulement des unites monomferes sont ainsi 
fonctionnalisees. II est bien entendu que les unites monom&res peuvent £tre 
fonctionnalisees par des antiligands identiques ou differents, dans ce dernier cas les 
polym&res de 1* invention peuvent ttxc utilises pour la detection de plusieurs ligands 

20 cibles dans un meme echantillon. Les polym^res de 1' invention peuvent 6tre realises 
par les diff&entes voies suivantes: 

a) Polymferes totalement fonctionnalis6s. 

Dans cette voie, la premi&re 6tape concemera la fonctionnalisation du monombre, tel 
que pyrrole, par un antiligand tel qu'un oligonucleotide determine. La seconde etape 
25 concemera ensuite la polymerisation de ce monomfere, aboutissant k un film de 
polymfere dans lequel toutes les unites monom&res sont fonctionnalisees. 

b) Copolymferes partiellement fonctionnalises. 

Dans le cas particulier des addes nucl&ques cibles, et compte tenu du fait de leur 
taille generalement importante, la fonctionnalisation de toutes les unites monom^res, 
30 de petites tallies, du polymfere n'est pas n6cessaire, et Tune des voies concerns 
done la realisation, d'un copolym^, qui fera intervenir d*une part les unites 
monomferes fonctionnalisees d6crites en a), et egalcment des unites pyrrole non 
fonctionnalisees avec I'oligonucieotide antiligand. 

c) F nctionnalisation d'un polymfere prdcurseur 

35 La fonctionnalisati n partieUe d'un film de polymfere peut egalement 6tre realisee k 
partir d'un film de polymfere conjugue, dans lequel sont introduits au prealable des 
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groupes chimiques compatibles avec le greffage d * un antiligand tel qu * un 
oligonucleotide* Dans cette voie, un monomfere comportant un synthon de greffage 
sera d'abord r6alis£» tel que le [N-hydroxy$uccinimide-3-pyrroIe]. Le synthon [N- 
hydroxysucdnimide] est connu pour permettre le greffage ult£rieur d*un 
5 oligonucltetide. Ce monomfere sera par la suite polym^risd, ou encore copolyni6ris6 
avec un autre d6nv6 de pyrrole. Le film de polymfere obtcnu sera ensuite immcrgd 
dans un milieu r&ictionnel contenant un oligonucleotide, et la reaction de greffiage de 
cet oligonucleotide sur les monomferes pyrrole sera entreprise, Ce greffage 
n'interviendra en fait que sur une partie des unites monomferes pyrrole constitutives 
10 du polym&re. 

Exemple. 1 : Svnthfese des monomferes 
Dans I'exemple d^crit dans ce qui suit, le polypyrrole (1) a 6t6 choisi comme support 
polymfere conjugu6 compte tenu de sa biocompatibilite (H. Naarmann, 

15 communication personnelle), Un bras espaceur ac6tyle A, est greffS entre I'atome de 
carbone 3 du noyau pyrrole et le substituant peptidique pour prfoerver la conductivity 
et reiectroactivite du polypyrrole fonctionnaIis6 correspondant. DifKrents pq)tides, 
avec leur fonction terminale carboxylique non prot^gfe ou protegee sous la forme 
ester m6thylique, ont 6t6 choisis pour leur pertinence biologique et greff^s sur un 

20 monomfere pyrrole-ac&ique acide, PyA (1). Plusieurs mono et dipeptides ont 6i6 
grefPSs, et ont conduit aux derives pyrroliques sutvants, repr6sent6s sur la figure 2 : 
pyrrole-ac6tique acide, PyA (I), pyrrole(Glycine-dPhenylalanine), Py(Gly-DPhe) (2), 
pour sa capacity de complexation avec les enzymes prot^olytiques tds que 
carboxypeptidase A (Sigma) el trypsine (Sigma) (J.R. Uren, Biochim. Acta, 1971, 

25 236, 67), pyrrole(valine), Py(Val) (3), pyrrole(ph6nylalanine), Py(Phe) (4), 
pyrTole(Phenylalanine-Proline), Py(Phe-Pro).(5). Des derives de dipeptide plus 
volumineux peuvent ^alement tire greff^s, tel que le Phenylalanine- 
Hydroxyethylamine-Proline, Py(Phe[HEA]Pro) (6), connu pour fetre un inhibiteur 
potentiel intdressant pour la protease associ^e au virus HIV-1 du SIDA. Ccs 

30 monom&res ont ete synthetisds suivant une voie chimique decrite (D. Delabouglise, 
F. Gamier, Synth. Met, 1990, 39, 117). Ces monomferes ont ete purifies et 
caract6rises par RMN, microanalyse, et spectrom6trie de masse. 
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Exemple 2: Polymerisation 
Ces monomferes ont 6t£ polymdris^s par voie ^lectrochimique sur 61ectrode de platine 
de 0,7 cm^' ainsi que sur grille de platine de 10 cm^ de surface, en milieu carbonate 
de propylene avec 0,5 M de NaCl, i un potentiel constant de 0,8 V/SCE. Des films 
5 ^lais de polymfere sont obtenus, jusqu'k des ^sseurs de 10 /xm. Comme le montre 
la figure 3, rilectroactivitd de ces polymferes a 6t6 confirmte par voltam^trie cyclique 
en milieu H20-NaCl 0,5 M, k un pH neutre de 7. Les valeurs de potentiel 
d'oxydation, de I'ordre de 0,30 V/SCE, proches de celle du polypyrrole non 
substitu6, confirment r61ectroactivit6 de ces polypyrroles fonctionnalisds avec des 
10 dipq>tides. 

Exemple 3: Reconnaissance de carbox vpeptidase A 
Les propri6tds sp&ifiques de complexation de ces polypyrroles vis k vis d*enzymes 
protdolytiques ont 6t6 analys6es avec la carboxypq)tidase A, avec laquelle (Gly- 

15 DPhe) est connu pour former des complexes stables k pH neutre. Des solutions de 
concentration croissante de carboxypeptidase A, allant de Img & 5 mg dans 5 cm^ de 
H20-NaCl 0,5 M ont €t6 analys&s. Lorsque Ton immerge dans cette solution des 
diectrodes non sp6cifiques telles que polypyrrole non substitu6, ou poly(3, 4, 5 ou 6), 
un voltamogramme identique k celui obtenu k Texemple 2 est observ6, sans 

20 modification aucune. Lorsque cq)endant Ton utilise le poly(pyrrole(Gly-DPhe)), 
poly(2), le voltamogramme montre un d6placement vers les potentiels plus 6Icv6s, de 
0,340 V/SCE pour une quantity initiale nuUe en carboxypeptidase A jusqu'i une 
valeur limite de 0,500 mV/SCE pour une quantity de 5mg de carboxypq)tidase A 
dans la solution. Ce r&ultat est report^ dans la figure 4, qui montre le deplacement 

25 de potentiel, attribu6 k un encombrement et une rigidification de la chaine de 
polypyrrole, produite lors de la complexation de T enzyme sur le dipeptide port6 par 
la chaine polymfere. La formation de ce complexe entre enzyme et poly(pyrrole- 
dipeptide) a confirmee par le relargage de I'enzyme en milieu acide, i pH 3, 
ainsi que cela est r£alis6 classiquement en chromatographie d'affinitd (I.M. Chaiken, 

30 M. Wilchek, L Parikh, Affinity Chromatography and Biological Recognition, 
Academic Press, New York, 1983). L'enzyme relargu& a 6t6 caract6risfe de fia^on 
classique par le test de Bradford, en mesurant I'activite enzymatique avec le bleu 
brillant de C massii, et par Tutilisation d'un standard d'albumine de serum de bovin. 
Lorsque Ton utilise un film de poly(Gly-DPhe) contenant 5x10"^ unites monomferes, 

35 conespondant k une charge de polymerisation de 1 Coulomb, une quantity 
significative de 400 microgrammes de carboxypeptidase A a 6t6 obtenue aprfes 
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rdargage dans un milieu acide. Considfrant la taille de cette enzyme, de 307 unitds 
d'aniinoacides, cette quantite d'enzyme nelargude montrc qu'environ 1 mol&ule 
d'enzyme est complex^ pour 200 unites monom^res de (pyrrole-dipeptide), ce qui 
semble laisonnable compte tenu de la diffi^rence de taille (environ d*un facteur 100). 
5 Ce rfsultat montre £galement que Tenzyme doit 6tre distribu6e k rint&ieur du film 
de polym&re, ce qui d^montre sa permeability vis k vis de I'enzyme. Des rdsultats 
comparables ont dt£ obtenus lorsque la trypsine a 6t& utilise comme enzyme. 
A un potentiel ddtermind de Tilectiode, comme Ic montrc la figure 4, une variation 
de courant est observ^e en fonction de la concentration d'enzyme. Ce rdsultat 

10 correspond k la r^nse amp6rom6trique de rflectrode, et une des caract£ristiques 
int^ressantes de cette r6ponse conceme sa linearity avec la concentration d'enzyme, 
tel que le montre la figure S. Une telle relation lin^re permet de proposer un dosage 
quantitatif de I'esp^ biologique en solution, soit par Tutilisation d'un o^teur de 
type dlectrochimique, soit par le d6veloi^ment d'un transistor k effet de champ, 

15 reprdsentd schdmatiquement en figure 6. Le principe de fonctionnement en est le 
suivant. Le polym&re est r£alis6 sur les dlectrodes de source et de drain, d^s^es sur 
un substrat. Cet ensemble est immerg6 dans la solution k analyser, et une contre- 
flectrode dans ce meme milieu reprdsente la grille de ce transistor. Lorsque cette 
flectrode de grille est plac^ k un potentiel ou la variation du voltamogramme en 

20 fonction de la concentration d'enzyme est maximale, vers 0,2 V dans le cas 
represent^ k la figure 4, la conductivity du polymfere varie de facon importante avec 
la concentration d'enzyme. Un potentiel appliqu6 alors entre Electrodes de source et 
de drain permet d'obtenir un signal ampIifiE, ce transistor fonctionnant suivant le 
principe d'un transistor k effet de champ. 

25 

Exemole 4: Relarcage contr616 d'une enzvme 
Une caract^ristique suppl6mentaire int^ressante de ces electrodes conceme le fait 
qu'il a yty montr6 dans la litterature que le poly (pyrrole ac6tique acide), ou poly(l) 
relargue des protons dans le milieu yiectrolytique lorsqu'il est soumis k oxydation 

30 dectrochimique (P. Baucrle et al. Adv. Mater., 1990, 2, 490). Des variations 
importantes de pH peuvent &tre observEes dans un faible volume Electrolytique, 
jusqu'^ des valeurs de I'ordre de 3. Ce relargage de protons s'observe ^alement 
lorsque la fonction carboxylique est 61oign6e du noyau pyrrole, tel que c'est le cas 
pour un aminoacide ou un peptide non prot6g£ greff6 sur le pyrrole. Deux voies 

35 existent pour le relargage contrdld de protons, soit I'utilisation d'un peptide dont la 
fonction terminale carboxylique n'est pas protegee, COOH, soit par I'utilisation d'un 
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copolym&re entre pyrrole-ac^tique acide et pyrn)le-j)eptide prot6g6. Un exemple de 
cette deuxi&me voie est donn6. Un copolymfere entre Py(A), (1) et Py(Gly-DPhe), 
(2), a 6t6 i^alis£ £lectrochimiquenient, dans les mgmes conditions que pr^c&lemment. 
Ce copolymfcrc, Poly(l, 2) conduit, lorsque soumis k 61ectrooxydation ^ 0,3 V/SCE a 
5 une variation de pH importante jusqu'^l pH = 4 au voisinage de Tflectrode. 

A partir de ce cc^lymfere Poly(l, 2), ou k partir du polymfere Poly(2) dont la 
fonction carboxylique est libre, deux proc&i6s peuvent £tre mis en oeuvre pour 
Textiaction, un pTxx:&16 en discontinu et un proc^e en continu. 

a) Proc&]£ discontinu. 

10 Ce proc&16 consiste k utiliser une membrane ou Electrode k base des materiaux 
pT6dt6s^ de la mettre en contact avec le milieu dans lequel Tesp^ biologiquement 
active recherch6e, coexiste avec d'autres esp6ces. L'affinite selective apportfe par le 
peptide greff6 vis k vis de cette espfece recherchde provoquera la complexation de 
cette demi^ sur le pq>tide gieffd sur le polym6re de Tdlectrode ou de la membrane. 

IS Cette membrane ou electrode est ensuite retiree du milieu d 'analyse et introduite dans 
un autre milieu, dit de recuperation. Dans ce milieu de recuperation, contenant un sel 
suj^rt de type NaCl, I'dlectrode ou membrane est soumise k une oxydation 
eiectrochimique, qui provoque T expulsion de protons, par les groupes acides 
carboxyliques, jusqu'k un pH suffisant pour la dissociation et le relargage de I'esp^ 

20 recherchee. 

b) . Proced6 en continu. 

Le copolym&re Poly(l, 2), ou le polymfere Poly(2) avec sa fonction carboxylique 
libre, est realise sous forme de membrane ou d 'electrode, avec eventuellement Taide 
d*un polym^ siipport, polycationique ou polyanionique, de type polystyrene 

25 sulfonate ou encore membrane perfluoree telle que Nafion. Cette electrode ou 
membrane, eventuellement composite, constitue la jonction entre deux compartiments 
A et B, tel que schematise dans la figure 7. Un exemple d'extraction de 
carboxypq)tidase A par ce dernier procede en continu est decrit dans ce qui suit. 
L*ei6ment bioseiectif est constitue, dans le cas expose de la figure 7, d'un 

30 copolym^re Poly(l, 2) decrit precedemment, polymerise dans une membrane de 
NAFION (Aldrich), obtenue par Evaporation sur une grille trfes fine de platine de 10 
fil d'une solution k 5% de NAFION dans un melange d*alcools lineaires superieun 
(Aldrich). Le film de NAFION qui en rSsulte, qui presente une epaisseur d'environ 5 
/xm, sert alors de support pour reiectropolymerisation du copolymfere Poly(l, 2), 

35 aboutissant k une membrane composite eiectroactive Poly(l , 2)-NAFI0N. 
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Dans une premiere 6tape 1, une quantite de 10 grammes de carboxypeptidase A est 
introduite dans le compartiment A, dans un milieu H20-NaCl 0,5 M. Une 
complexadon sur la membrane de composite [Poly(l-2)]-NAFION, s*ensuit 
immfdiatement sur les unit6s peptidiques de (2)^ telle que d£crite pr£c6demment k 
5 I'exemple. 3. Par b suite, une oxydation est r^isde, au moyen d'une contre 
61ectrode et Electrode de r^f6rence introduites dans le compartiment B. Dans une 
seconde tepe 2, Toxydation £lectrochimique conduit au relargage de protons dans ce 
compartiment B» jusqu'i un pH de Tordre de 4, et au relargage imm6diat de la 
carboxypeptidase A. Une quantite de 1,2 grammes de carboxypeptidase A a etd alors 

10 r6cup6rte dans le compartiment B lors d*un cycle de ce processus en continu, ainsi 
que cela a 6x6 d£termin£ par dosage de I'activit^ enzymadque. 
Ces rdsultats confirment ainsi le ph£nom^e de reconnaissance de ces 61ectrodes vis k 
vis d'enzymes, ainsi que leur capacity d'extraction de ces enzymes. Ce comportement 
est U6 de fegon biunivoque k la nature chimique du dipeptide greffe sur la chauie de 

15 polypyrrole. 

Exemple 5: synthase d'un polypyrrole fonctionnalis6 avec un polvnuclfotide 
Ott olfgQnpqlfatide 

Cette synth^ est efTectuee suivant les 3 &zpes suivantes. 



a) Synthase du monom&re [N-hydroxysuccinimide 3-pyrrole] 
Dans un tricol sont additionnds 0»4 mole de pyrrole-adde ac&ique, (I), 30 ml 
de chloroforme et 0,4 mole de N-hydroxysuccinimide, NHS; (II). Le melange est 
soumis ^ agitation, puis on additionne goutte i goutte une solution de 0,4 mole de 

25 dicyclohexylcarbodiimide, DCC, dans 20 ml de chloroforme. Aprte agitation pendant 
2 heures, un solide blanc est form6 qui est filtrii et lav£ au chloroforme. Apr^ 
6vaporation et lavage k Tacdtonitrile pour se d£barrasser de produits de reaction non 
ndcessaires, on recristallise le produit dans le chloroforme. On obtient alors le 
compos£ recherche, [N-hydroxysuccinimide-3-pyrrole], 011), sous forme d'une 

30 poudre blanche. 



20 




{1^ 
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Point de fusion, Tf = 133 C. l^RMN (ppm): (NH, IH, 9, s); pyrrole (2H, 6,7, 
m): pyrrole (IH, 6,1, s); CH2(2H, 3,8, s); Hydroxysuccinimide (4H, 2,8, s). 

b) Synth^ du polym^ par 61ectropoIym6risation 
5 La solution d'electropolymgrisation contient 0,5 M LiC104, 0,1 M de 

iHOTomfere (III) dans racetonitrile. L'61ectn)polym6risation est r6alis6e sur Electrode 
de platine de 0,7 cm^ de surface, au potentiel de 0,9 V par rapport k une Electrode 
saturfe au calomel, ECS, en utilisant une charge d'£]ectropolyn)£risation de 30 mC. 
Un film noir apparait sur rclectrode, correspondant k poly(IIl), dont I'dpaisseur est 
10 d'environ 200 nm. 




H H 

15 

L'dlectroactivite de ce polymfere a analysfe dans un milieu ac6tonitrile-0,5 M 
LiC104, montrant un pic d'oxydation ^ 0,28 V/ECS, et un pic de reduction k 0,24 
V/ECS, td que le montre la figure 8. Le fiaible ccart entre ccs pics d'oxydation ct de 
20 reduction, 40 mV, confirme la tths grande eiectroactivitd et reversibilite de ce 
polymerc, 

c) Greffage d'un oligonucleotide ODN 
L*eiectrode prfc&iente portant le film de polym^ est immerg^e dans un milieu 

25 r&ictionnel fonn6 d'un melange de dimdthylfonmamide avec 10 % de tampon borate 
0,1 M, & pH de 9,3, et 26,2 nanomoles de roligonucl&rtide, ODN, de 14 bases 
comportant la sequence CCTAAGAGGGAGTG ainsi qu'une fonction amine en 5' sur 
laquelle sera op6ree la reaction de couplage avec ie groupe N-hydroxysuccinimide 
port6 par les unites pyrrole du polym&re. Cette reaction de couplage s'effectue en 2 

30 heures. Le greffage s'accompagne ^galement de Thydrolyse des groupements 

succinimide, non substituds avec roligonuclfotide, en acide ac^tique. Le polymfere 

obtcnu sur r61ectrode correspond done k un copolymfere PoIy([pyrrole- 

0DN](pynole-CO0H]), ^ o 

—/^ /— ^ 
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Exemple 6:. Caracterisation du ph^nomfene de reconnaissance. 
S Le ph£noni^e de reconnaissance a 6t£ confinn6 par la caracterisation 
61ectrochiniique du film de polymfere Poly([Pyrrole-ODN][pyrrx)le-COOH]), obtenu k 
Texemple Sc. L'analyse electiochimique a 6i6 menee, d'abord directement sur 
reiectrode obtenue aprfes synth^, puis aprfes que cette flectrode ait et6 mise en 
presence d'ODN cible et d'ODN non cible. La reaction d'hybridation de ce polymfere 

10 a ainsi 6x6 realis6e en presence d'ODN compldmentaire (cible) et d'ODN non 
compl^mentaire (non cible), dans une solution aqueuse tamponn6e avec du PEG. 
L'incubation est effectufc k 37 pendant 2 heures, en prfaence soit d'ODN cible 
CACTCCCTCTTAGG, en concentration de 335 nanomoles, soit en presence d'ODN 
non cible, GGTGATAGAAGTATC, en concentration de 272 nanomoles. Apihs 

15 reaction, les films ont 6t6 rinc6s avec le tampon PEG et analyses par voltamfetrie 
cyclique. Les voltamogrammes obtenus sont r^rdsent^s sur les figures 9 et 10. Les 
n&ultats montrent en premier lieu. Figure 9, que le polymfere aprfes synthase, et avant 
d'dtre mis en presence de la s^uence cible ou non cible, montre un pic d'oxydation 
reversible qui se situe k 0,34 V/ECS, confirmant reiectroactivite de ce polymfere 

20 fonctionnalise. Apr^ inaction d' incubation en pr6sence de la s6quence non cible, et 
apr^ ringage, le voltamogramme obtenu ne montre aucune modification. Lorsque par 
contre ce polym&re est incub^ en presence de la cible, le voltamogramme obtenu , 
Figure 10, est different, avec un accroissement du potentiel d'oxydation k 0,40 
V/ECS, soit une augmentation de 60 mV. Get accroissement est tout ^ foit significatif 

25 d'une hybridation qui a eu lieu entre I'ODN et la cible correspondante. Cette 
augmentation du potentiel d'oxydation est attribute k un ph6nom^e de complexation 
du bras pendant le long des chalnes de polypyrrole, s'accompagnant done d'un 
accroissement de I'^nergie necessaire k Toxydation de ce polymfcre. 

Ce rdsultat confirme que cette nouvelle classe de materiaux €lectroactifs, de 

30 polyheterocycles conjuguds substitu6s en position 3 par un oligonucleotide, donne 
effectivement lieu k un phdnom^e de reconnaissance d'ADN complementaire, et 
d'autre part que ces materiaux permettent une lecture electrochimique de cette 
hybridation selective. Cette lecture electrochimique ouvre la voie k des genocapteurs 
de type electrochimique, amperometrique ou potentiometrique, et d'autre part k des 

35 genocapteurs de type transistor microelectrochimique k effet de champ, bases sur une 
rqx>nse amperometrique. 
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REVENDICATIONS 



1 - Polymfere conjugud fonctionnalis6, 61ectriquemeni conducteur et 61ectioactif 
caiact6ris6 en ce qu'il r^nd a la fomule I : 



dans laquelle 

10 * n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 i n-1, et 

* R^, R", identiques ou diffSrents, rq)resentent chacun H ou un gioupe 
fonctiannel suscq)tible de se Her, par covalence, k une premiere molecule biologique 
ou anti-ligand, et en ce que ledit polym&re pr6sente une conductivity et une 
^ectroactivit6 sensiblement du meme ordre que celle du polym^re conjugu6 non 

15 fonctionnaIis6 correspondant, c'est-i-dire du polymbre de formule I correspondant, 
dans laquelle R^, R^ R" repr&entent chacun H. 

2 - Polym^re selon la revendication 1, caracteris£ en ce que le ou les groupements 
fonctionnels sont independamment choisis dans I'ensemble de groupes fonctionnels 

20 suivants : 

Yp-C-X o5 X reprdsente OH, un radical O-alkyle infiSrieur substitu6 ou non, un 
halog^e, notamment CI; Yp-NHZ, Z reprfisentant H ou un radical alkyle; Yp-NH- 
CO-CF3; Yp-X ou X r€pond a la definition ci-dessus, p ^tanl un nombre entier de 
preference 6gal i 0, 1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle)3. ou un groupement ester 
25 activ6 tel que le N-hydroxy-succinimide. 

3 - Polym^ selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que Y represente un 
groupement choisi parmi les alkyles ayant de 1 i 5 atomes de carbone, les alkoxyles 
ayant de 1 i 5 atomes de carbone, les polydthers repondant k la formule g6n6rale 

30 (CH2-CH2-0)ni-(CH2)m'-, m rq>r£sentant un nombre entier variant de I ^ 3 et m' 

un nombre entier 6gal & 1 ou 2. 

4 - Polym^re conjugue, dlectriquement conducteur, et electroactif comprenant au 
moins un groupe fpnctionnel lid, par covalence, k une premiere molecule biologique 

35 ou anti-ligand, caract6ris6 en ce que ledit polymere rdpond k la formule II 




rv 



5 
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S dans laquelle : 

n est un nombre entier non nul et i est un nombre entier variant de 2 ^ n-1, et 
* R'l, R'^ R*", identiques ou diff6rents, repr&entent chacun H ou un groupe 
fonctionnel susceptible de se Her, ou 116, par covalence, k une premiere mol^le 
biologique ou anti-ligand. 

10 

5 - Polymfere selon la revendication 4, caractdrise en ce que les groupes fonctionnels 
11^ k une mol&:ule biologique ou ligand sont choisis, avant r6action avec cette 
demi&re, dans I'ensemble des groupes fonctionnels suivant : 

Yp-C-X oil X rqprdsente H, OH, un radical O-alkyle infdrieur substitu6 ou non, un 
15 halogfene, notamment CI; Yp-NHZ, Z repr&cntant H ou un radical alkyle; Yp-NH- 
CO-CF3; Yp-X ou X r^pond k la definition ci-dessus, p etant un nombre entier de 
pr6f6rcnce 6gal i 0,1 ou 2 ; -Si(alkyle)3, -Si(alkoxyle)3, ou un groupement ester 
active tel que le N-hydroxy-succinimide. 

20 6 - Polymfere selon Tune des revendication 4 et 5 , caracteris6 en ce que les groupes 
fonctionnels li6s k une moI6cuIe biologique sont identiques et consistent, avant 
reaction avec la premifere molecule biologique, en -(CH2)-COOH. 

7 - Polymere conjugue selon la revendication 6, caractdris^ en ce que la ou les 
25 premi&res molecules biologiques ou anti-ligands sont choists parmi les peptides ou 

d&ivds de pq>tides notamment Gly-Phe, Phe-Pro, Phe-Hea-Pro, et parmi les 
polynucleotides tels que roligonucl6otide de sdquence: CCTAAGAGGGAGTG. 

8 - Utilisation d*un polymere conjugu6 tel que d^fmi dans Tune des revendications 4 
30 i 7, pour detecter ou doser, in vitro ou in vivo, une seconde moldcule biologique ou 

ligand, diffdrente de Tanti-ligand et interagissant specifiquement avec ce dernier, la 
detection et/ou le dosage dudit ligand etant effectue par observation et/ou mesure 
d'une difference de potentiel ou d'une variation de courant entre le polymere 
conjugue non lie au ligand et le polymere conjugue lie au ligand. 

35 
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9 - Utilisation, selon la rcvendication 8, d'un polym&re ddfini k la rcvendication 7, 
pour d^tecter et/ou doser une enzyme, telle qu'une enzyme prot6olytique notamment 
la carboxypeptidase A. 

S 10 - Utilisation selon la revendication 8, d'un polym^re ddflni k Tune des 
revendications 4 i 7, pour ddtecter et/ou doser un polynucl&tide tel que 
roligonuclfotide de sequence CACTCCCTCTTAGG. 

11 - Utilisation d'un polym&re conjugu^ selon I'une quelconque des revendications 4 
10 i 7, pour extraire. in vitro ou in vivo, une seconde molecule biologique ou ligand, 

diffi^rente de Tanti-ligand et interagissant sp£cifiquement avec ce dernier. 

12 - Utilisation d'un polym^re conjugue selon Tune quelconque des revendications 4 
k 7, caract6ris6 en ce que le polymfere conjugu6 est d6pos& sur un substrat 

IS conducteur, tel que le m6tal ou un deriv6 du carbone, ou sous la forme d'un film 
auto-support^. 

13 - Electrode caracteris6e en ce qu'elle est constitute d'un substrat conducteur tel 
que un m6tal ou un d&nw6 de carbone et d'un polym^re tel que dtfini dans I'une 

20 quelconque des revendications 4^7. 

14 - Film auto support^ d'un polymfere caract6ris6e en ce qu'elle est constitute d'un 
polymfere tel que d6fmi dans I'une quelconque des revendications 4 i 7. 
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